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Se considera que la capacidad de Cryptococcus neoformans para sintetizar
ureasa es uno de sus principales factores de virulencia. Desde 2002 se acepta
que la variedad gattii de C. neoformans reune los atributos necesarios para
considerarse como una nueva especie, Cryptococcus gattii. No existen
estudios experimentales controlados que comparen el grado de actividad
ureasa de ambas especies. El objetivo de este trabajo ha sido analizar la
produccion de esta enzima en aislamientos de C. neoformans y C. gattii,
considerando la distribucion en serotipos de los aislamientos y su origen
(clinico o ambiental), utilizando un nuevo método semicuantitativo
estandarizado. Veinticinco aislamientos de C. neoformans y 19 de C. gattii
fueron sembrados en medio liquido de urea de Christensen para determinar la
produccion de ureasa por espectrofotometria. Como referencia se determiné
la actividad de una unidad de ureasa (jack beans urease®, Sigma) sobre el
mismo medio de cultivo y se observé que el 50% de la actividad enzimatica
correspondia a una densidad 6ptica de Asso = 0,215. Esta absorbancia permitié
clasificar la actividad ureasa para cada aislamiento de Cryptococcus.
Los resultados mostraron que bajo las mismas condiciones, estas levaduras
podian agruparse en dos categorias, bajas productoras de ureasa
(Asso < 0,215) y altas productoras (Asso = 0,215). A las 72 horas de incubacion,
el 76% de los aislamientos de C. neoformans y el 15,8% de los de C. gattii
resultaron altos productores de ureasa. El analisis estadistico mostré
diferencias significativas entre ambas especies (p = 0,016). Los resultados
Cébtenidos muestran que C. neoformans es mayor productor de ureasa que

. gattii.

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Factores de patogenicidad,
Ureasa

Urease activity in Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii

Urease is an enzyme considered one of the main virulence factors in
Cryptococcus neoformans. Quantitative differences in urease production
between C. neoformans and the new species Cryptococcus gattii have not
been so far documented. Using a standardized method, 25 isolates of

C. neoformans and 19 of C. gattii were seeded in Christensen urea broth
medium for urease activity detection. Approximately, the 50% of activity of
one unit of commercial jack beans urease (Asso = 0.215) was considered as a
reference to classified the Cryptococcus in two cathegories, low (Asso < 0.215)
or high (Asso = 0.215) urease producers. After 72 hours of incubation, 76% of
C. neoformans and 15.8% of C. gattii strains were high urease producers

(p = 0.016). Based on these results, the species C. neoformans appeared as
the highest urease producer. Other virulence factors should also be
investigated to explain C. gattii pathogenicity.

Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Pathogenic factors, Urease
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La ureasa es una metaloenzima que cataliza la con-
versién de urea a amonio y carbamato. La deteccién de
esta enzima se utiliza corrientemente como una prueba
para la identificacién de diversos microorganismos, entre
ellos Cryptococcus [1,19].

La ureasa es considerada junto con otras enzimas
(proteinasas, fosfolipasas y lacasas) como un importante
factor de virulencia [9,12,27]. Excepcionalmente se han
aislado cepas de Cryptococcus neoformans sin actividad
ureasa de pacientes con criptococosis [4].

Las dos antiguas variedades de C. neoformans se
han reclasificado en dos especies diferentes: C. neofor-
mans (serotipos A 'y D) y Cryptococcus gattii (serotipos B
y C) [17]. Practicamente todos los estudios realizados en
relacién a la actividad ureasa se han efectuado en C. neo-
formans o no se ha especificado la variedad utilizada.

La mayorfa de los pacientes de criptococosis estan
infectados por C. neoformans variedad grubii (serotipo A),
que se aisla con mayor frecuencia de muestras ambienta-
les relacionadas, principalmente, con excrementos de palo-

mas [13,15,20]. C. neoformans var. neoformans (serotipo D)
también se ha aislado de muestras clinicas y ambientales
en determinadas dreas geogréficas [3].

La nueva especie C. gattii presenta una distribucion
geografica mds restringida, obteniéndose del medio am-
biente, estando relacionada con material vegetal, si bien es
también agente etioldgico de criptococosis humana y ani-
mal, produciendo en ocasiones verdaderas epidemias [2,14].
A pesar de que la mayor presencia de esta especie se ha
descrito en Australia, Nueva Zelanda y el continente ame-
ricano [23] también se ha encontrado en Europa inclu-
yendo Espana [10,13], donde fue la causa de brotes epidé-
micos en cabras inmunocompetentes en la provincia de
Caceres [26].

La patologia producida por C. gattii puede ser simi-
lar a la ocasionada por hongos patégenos primarios, afec-
tando a sujetos no immunodeprimidos [24]. Por dicho
motivo es importante estudiar especificamente los factores
de patogenicidad de C. gattii, comparandolos con los que
han sido descritos para C. neoformans [5]

Tabla. Distribucion de las cepas evaluadas: especies, serotipos, origen humano, animal o ambiental. Lectura
espectrofotométrica (550 nm) de 25 aislamientos de C. neoformans y 19 de C. gattii cultivados en medio liquido de urea de

Christensen a las 72 h de incubacién.

Pais

Cepa Especie Serotipo Origen (550 nm) Absorbancia
169 A C. neoformans A ambiental Brasil 0,121
178C C. neoformans A clinica humana Espafa 0,146
33C C. neoformans A clinica humana Espaia 0,149
25C C. neoformans A clinica humana Espana 0,235
95A C. neoformans A ambiental Espana 0,275
84C C. neoformans A clinica humana Espana 0,282
2A C. neoformans A ambiental Espafa 0,320
74C C. neoformans A clinica humana Espafa 0,301
1A C. neoformans A ambiental Espafa 0,324
146A C. neoformans A clinica humana Espafa 0,331
41C C. neoformans A clinica humana Espana 0,338
76A C. neoformans A ambiental Espana 0,414
186C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,432
158C C. neoformans A clinica humana Espana 0,475
43C C. neoformans A clinica humana Espafia 0,501
6C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,153
179C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,160
1C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,190
99C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,275
D12C C. neoformans D clinica humana Espana 0,288
D297C C. neoformans D clinica humana Espania 0,295
94C C. neoformans D clinica humana Espana 0,322
145C C. neoformans D clinica humana Espafia 0,374
181C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,458
97C C. neoformans D clinica humana Espafa 0,474
GR-56 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,132
GR-46 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,139
269C C.gattii B clinica humana México 0,145
104C C. gattii B veterinario (cheeta) Cuba 0,145
432C C. gattii B clinica humana México 0,149
75A C. gattii B ambiental Brasil 0,150
417C C. gattii C clinica humana Venezuela 0,163
GR-52 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,175
GR-53 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,175
160A C. gattii C ambiental Colombia 0,176
24C C. gattii C ambiental Brasil 0,177
267C C. gattii B clinica humana México 0,178
T4A C. gattii B ambiental Brasil 0,183
GR-50 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,184
GR-48 C. gattii B veterinario (cabra) Espafia 0,191
GR-59 C. gattii B veterinario (cabra) Espafa 0,208
162A C. gattii B ambiental Peru 0,259
268C C. gatti B clinica humana México 0,315
161A C. gattii B ambiental Australia 0,331




En 1987, Kwon-Chung et al. [16], estudiando solo
tres cepas de las dos variedades de C. neoformans, descri-
bieron que el EDTA, debido a su efecto quelante, suprimia
la actividad ureasa de la variedad gattii, pero no de la
variedad neoformans. Hasta la fecha no existen publicacio-
nes que, utilizando un método estandarizado, describan las
posibles diferencias cuantitativas en la actividad ureasa
entre C. neoformans and C. gattii.

El objetivo de este trabajo fue clasificar los niveles
de actividad ureasa de un nimero importante de aislamien-
tos de todos los serotipos de C. neoformans 'y C. gattii.
Para ello se ha disefiado un método estandarizado que per-
mite analizar objetivamente las diferencias en la actividad
enzimdtica en las cepas estudiadas.

La informacién obtenida contribuye a conocer las
diferencias en este factor de patogenicidad existente en las
dos especies de Cryptococcus.

Materiales y métodos

Aislamientos. Se han incluido 44 cepas de ambas es-
pecies, siendo 25 de C. neoformans, de las cuales 15 per-
tenecen al serotipo A (variedad grubii), y 10 al serotipo D
(variedad neoformans). De las 19 cepas correspondientes a
C. gattii, 16 son del serotipo B y tres del serotipo C.

Cinco aislamientos del serotipo A, cuatro del B y
dos del C se obtuvieron de muestras ambientales. Las
demads cepas de C. neoformans se aislaron del liquido cefa-
lorraquideo de pacientes infectados con el VIH que habian
desarrollado una meningitis criptocécica. Ocho cepas de
C. gattii fueron aisladas de animales inicialmente sanos y
cinco de pacientes con criptococosis del sistema nervioso
central (Tabla).

Todos los aislamientos se conservaron a —20 °C en
leche descremada en la coleccion del URMIM (Unitat de
Recerca en Malalties Infeccioses i Micologia/Unidad de
Investigaciéon en Enfermedades Infecciosas y Micologia).
En el momento de utilizarse se sembraron en agar gluco-
sado de Sabouraud para confirmar que las levaduras eran
viables y el cultivo puro, verificindose el serotipo por
medio de la prueba de aglutinacién de latex (Crypto-Check
kit, Iatron Labs Inc, Jap6n).

Medio de cultivo. Se utilizé el medio liquido de
urea de Christensen (Difco, Detroit, EE.UU.) [1]. Este
caldo contiene urea (20 g/l, 300 nM) y rojo-fenol como
indicador de pH. La conversién de urea a amonio incre-
menta el pH y se produce un cambio de color de amarillo
a rosa brillante; en este caso la reaccion se considera posi-
tiva. Las variaciones en la intensidad de la reaccién pueden
ser detectadas por espectrofotometria.

Determinacion de la actividad enzimdtica. Para ela-
borar la recta de la actividad enzimadtica, se empled una
unidad de ureasa comercial (Jack beans urease®, Sigma
Aldrich, Espafia), que fue diluida en tampdn fosfato pota-
sico (K:HPO:-KH:PO:) 10 mM, pH 8.

Diez microlitros de la solucién de la enzima fueron
agregados a tubos de vidrio que contenfan 3 ml de caldo
de urea de Christensen. La mezcla se incubd a 37 °C mi-
diéndose la absorbancia a 550 nm a partir de cada minuto
durante un periodo de 20 min, momento a partir del cual
no se apreciaron mds variaciones. La recta de regresion se
elabord utilizando los valores numéricos de absorbancia de
las diferentes lecturas (Figura 1). Esta recta se considerd
como el patrén de referencia para tomar un punto de corte
que permitiera categorizar el grado de actividad ureasa
correspondiente a cada aislamiento de Crypfococcus sem-
brado en el mismo medio.

Cryptococcus gattii y ureasa
Torres-Rodriguez JM, et al.
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Figura 1. Recta de referencia realizada a partir de una unidad de ureasa
comercial (jack bean’s urease®, Sigma) actuando entre 0 y 15 min sobre
el medio liquido de urea de Christensen. Maxima absorbancia obtenida

(A = 0,432) a los 12 min. Punto de corte correspondiente al

50% de actividad enzimatica A = 0,215.

Cultivo e incubacion de los aislamientos. Cada uno
de los 44 aislamientos de C. neoformans y C. gattii fue
suspendido en una solucién salina tamponada con fosfato,
pH 7, ajustando la concentraciéon a 10° CFU/ml por re-
cuento en camara de Neubauer. Un volumen de 0,1 ml de
cada suspension fue inoculado en 12 tubos que contenian
cada uno 3 ml de medio liquido de urea de Christensen.
Todos los tubos fueron incubados a 37 °C durante 144
horas. A partir de la primera hora de incubacién y en las 2,
4, 24,72, 96, 120 y 144 horas, se utiliz6 uno de los tubos
para leer la absorbancia de su contenido. La actividad
enzimdtica se midié utilizando un espectrofotémetro
(Hewlett Packard 8452A) a 550 nm.

Estos procedimientos se realizaron por duplicado
en un 25% de los aislamientos, tomados al azar.

Control de crecimiento. Una muestra de cada
in6culo se cultivé a las 0, 24, 48, 72 y 96 h en placas de
agar glucosado de Sabouraud, incubando a 37 °C durante
48 h. Se contaron el nimero de UFC/ml desarrolladas con
cada cepa en los periodos indicados.

Andlisis estadistico. Los resultados se presentan en
valores absolutos y en porcentajes. La prueba de Pearson
x> fue aplicada para estudios comparativos y la ¢ de Stu-
dent se aplicé para analizar la distribucién de las variables.
La significacion estadistica se situé en p < 0,05.

Se utiliz6 el programa estadistico SPSS-Windows
14.0 (SPSS Inc. EE.UU.) para realizar todas las pruebas.

Resultados

La unidad de ureasa comercial actué rdpidamente
sobre el medio liquido de Christensen, comprobandose que
la cinética enzimadtica produce el mdximo de cambio calo-
rimétrico en 12 min, tiempo en que se ha producido la
transformacién de urea a amonio. En este momento, la
absorbancia a 550 nm alcanzé un valor de 0,450, que per-
sistié sin cambios hasta los 20 min. La figura 1 muestra la
actividad enzimdtica en funcién del tiempo de una unidad
de urea en valores de absorbancia a 550 nm. El mismo
método se aplicé en tres ocasiones en diferentes dias, obte-
niéndose resultados similares,

Para poder clasificar la actividad ureasa durante el
periodo de incubacién de las cepas de Cryptococcus se
consider6 un valor arbitrario del 50% de la absorbancia
maxima que correspondia a 0,215. Este valor es el que se
alcanza con una unidad enzimadtica de ureasa a los tres
minutos de incubacién (Figura 1).
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Conforme a este punto de corte, las cepas que produ-
jeron Asso< 0,215 fueron categorizadas como bajas produc-
toras de ureasa, mientras que por encima de Asso = 0,215
se clasificaron como altas productoras de esta enzima.

A las 72 h de incubacién la mayoria de los aisla-
mientos de Cryptococcus habian incrementado los valores
iniciales de absorbancia, incremento que fue progresivo
hasta las 144 h en que se estabiliz6. La distribucién de los
valores de absorbancia de las cepas por especies, serotipos
y origen clinico (humano, veterinario o ambiental) se
muestran en la tabla 1.

Los primeros cambios con significacién estadistica
se observaron a las 72 h, por lo que se tomé este tiempo
de incubacién para efectuar el andlisis comparativo de los
distintos valores de absorbancia obtenidos.

Al cabo de 144 h de incubacién se comprobd un
considerable aumento en el pH del medio, resultando
superior a ocho en el 64% de los tubos. Al efectuar el cul-
tivo de todos los aislamientos se comprobd que el 25% de
las cepas no eran viables.

Las variaciones observadas en la absorbancia de las
44 cepas de Cryptococcus a las 72 h de incubacion, tenien-
do en cuenta el punto de corte Asso< 0,215, se muestran en
la figura 2. Cuatro de los aislamientos de C. neoformans
alcanzaron el valor maximo de absorbancia: 0,450-0,500.

En 11 cepas tomadas aleatoriamente, correspon-
dientes al 25%, del total se repitieron las determinaciones
en dos ocasiones, obteniéndose resultados semejantes, con
una variacion maxima de 0,07.

El 76% de los aislamientos de C. neoformans
(n=19) y el 15,8% de los de C. gattii (n = 3) fueron cla-
sificados como altos productores de ureasa, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p = 0,016). Por el
contrario, no hubo diferencias significativas segtn el ori-
gen clinico o ambiental de las cepas ni entre los serotipos
AyD.

Discusion

La ureasa es una metaloenzima considerada como
un importante factor de patogenicidad en muchos microor-
ganismos, como Proteus mirabilis y Helicobacter, entre
otros [18,19].

La capacidad de sintetizar ureasa por Cryptococcus
ha sido utilizada como una prueba bioquimica de identifi-
cacion desde hace mds de medio siglo [22] y también es
considerada como uno de los principales factores de viru-
lencia en C. neoformans [11]. Olszewski et al. han suge-
rido en un modelo experimental de criptococosis del ratén,
que la ureasa producida durante la diseminacién hemato-
gena por la cepa C. neoformans H99, contribuye a la inva-
sién del sistema nervioso central al incrementar la presen-
cia de levaduras del lecho de los capilares del cerebro [21].

La actividad ureasa en aislamientos de Cryptococ-
cus se puede demostrar por diversas pruebas de laborato-
rio, incluyendo métodos rapidos [7]; no obstante la prueba
de la ureasa en medio de Christensen es la mds amplia-
mente utilizada [28].

Solamente se dispone de informacién muy limitada
referida a la actividad ureasa por las diferentes especies de
Cryptococcus. Booth y Vishniac describieron en 1987 que
Filobasidiella neoformans var. neoformans (C. neofor-
mans) presentaba una resistencia diez veces superior a la
de F. neoformans var. bacillispora (C. gattii) al EDTA
(4cido etilendiamina-tetraacético), agente quelante que
inhibe la produccién de ureasa [6]. Kwon-Chung et al.,
analizaron extractos celulares de la cepa NIH 191 de
C. neoformans var. gattii, observando que 100 uM de
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Figura 2. Lectura espectrofotométrica a 550 nm de la actividad ureasa de
Cryptococcus neoformans (n = 25) y Cryptococcus gattii (n = 19) después
de 72 h de incubacién en medio liquido de urea de Christensen.

Punto de corte A = 0,215: 76% de los aislamientos de C. neoformans y el
15,8% de los de C. gattii (n = 3) fueron clasificados como altos
productores de ureasa.

EDTA producia una reduccién del 86% en la actividad
ureasa, y que ésta era solamente del 30% en la cepa
B-3501 de C. neoformans var. neoformans [16]. Estos in-
vestigadores sugirieron que se podria utilizar una prueba
de inhibicién de la ureasa como otro criterio mas para dis-
tinguir las dos variedades —actualmente especies— de Cryp-
tococcus.

Los resultados obtenidos con el control de creci-
miento, no mostraron diferencias en la velocidad de des-
arrollo de las diferentes cepas que pudieran indicar que la
mayor produccién de ureasa fuera dependiente de una
mayor biomasa.

Los datos de este estudio han permitido clasificar
en dos categorias el grado de actividad en un considerable
nimero de aislamientos diversos de ambas especies. Esta-
disticamente se ha demostrado que C. neoformans posee
mayor actividad ureasa que C. gattii, sin que se hallaran
diferencias significativas entre los serotipos A y D.

Varias de las cepas de C. gattii del serotipo B estu-
diadas habian demostrado ser altamente patégenas en un
modelo experimental de criptococosis en ratones inmuno-
competentes [25]. Estas mismas cepas presentaron un bajo
nivel de actividad ureasa, por lo que cabe suponer que la
actividad de otras enzimas como la lacasa [12] y la fosfo-
lipasa [27], asi como diversos factores patdgenos juegan
un rol fundamental en la virulencia de esta especie [5,8].

Aunque indudablemente la ureasa tiene un rol
importante en la patogenicidad de ambas especies de
Cryptococcus, es muy probable que sea el efecto de varios
factores combinados lo que determina la virulencia de esta
levadura.

Este estudio recibio el soporte P102/0413 del Fondo
de Investigaciones Sanitarias (FIS), del Ministerio de
Sanidad de Espaiia.

Agradecemos a Joan Vila y Josep M. Manresa el
asesoramiento estadistico y a Yolanda Morera su
ayuda técnica.
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